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Tra i principali agenti eziologici del distretto oro-faringeo alcuni batteri 
capsulati come lo Streptococcus pneumoniae (pneumococco), la Neisseria 
meningitidis (meningococco) e l’Haemophilus influenzae, rappresentano, in 
particolare nei bambini, i principali responsabili di malattie invasive, oltre 
che un importante carico di malattia non invasiva. 
Le malattie batteriche invasive, cioè meningiti, sepsi, polmoniti 
batteriemiche ed altri quadri clinici con isolamento di batteri da siti 
normalmente sterili, rappresentano una importante causa di morbosità, e 
sono caratterizzate da una elevata frequenza di gravi complicanze (76).  
 Dal punto di vista clinico, queste malattie presentano una sintomatologia 
scarsamente specifica per singolo agente eziologico. L'accertamento della 
loro eziologia è quindi di estrema importanza, non solo ai fini terapeutici e 
per la eventuale profilassi dei contatti, ma anche per quanto riguarda la loro 
prevenzione primaria poiché alcune di esse sono prevenibili con la 
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1.1 Streptococcus pneumoniae 
 
Il pneumococco o Diplococcus pneumoniae presenta numerosi 
caratteri morfologico-strutturali e metabolici identici a quelli degli 
streptococchi, ed è infatti denominato, oggi, più correttamente, 
Streptococcus pneumoniae (47). Lo S.pneumoniae è un batterio Gram 
positivo, catalasi negativo e anaerobio facoltativo che si trova normalmente 
in coppie isolate o in brevi catene; in coltura con agar sangue le colonie di 
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La maggior parte degli pneumococchi possiede una capsula costituita da 
polisaccaridi che rappresentano il fattore primario responsabile della 
virulenza. Solo i pneumococchi provvisti di capsula sono infatti patogeni 
per l’ uomo e per gli animali. Le colonie vengono sierotipizzate sulla base 
del polisaccaride capsulare, composto da acido tecoico e fosforilcolina, di 
cui sono stati identificati più di 90 differenti immunotipi. I sistemi di 
classificazione impiegati sono due: nell’Americano i polisaccaridi vengono 
numerati secondo l’ordine di identificazione, mentre il più comune sistema 
di classificazione Danese è basato sul raggruppamento di microrganismi 
antigenicamente simili in relazione alla somiglianza dei polisaccaridi (8)  
Il peptidoglicano e l’acido teicoico sono i principali costituenti della parete 
dello Streptococcus pneumoniae, l’integrità della cellula batterica dipende 
dall’attività di alcuni enzimi,come la trans- e la carbossipeptidasi. Gli 
antibiotici β-lattamici (penicillina compresa) inattivano questi enzimi, 
instaurando legami covalenti con i loro siti di attività. Il pneumococco 
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essenziali per la virulenza, perché dotate fra l’altro, come i polisaccaridi, di 
un effetto anti fagocitico: 
 Proteine A della superficie dello pneumococco (PspA), che si 
suddivide nella famiglia 1 e 2 (62)  
 Adesina A della superficie (Psa) 
 Pneumolisina (Ply) 
 Autolisina (LytA) 
La pneumolisina, che contiene un dominio legante la colina, interferisce 
con le risposte immunitarie e infiammatorie, inibendo una quantità di 
funzioni , fra le quali la fissazione del complemento e la fagocitosi. Verso 
queste proteine vengono sintetizzati anticorpi, anche nei bambini dei primi 
due anni di vita. Pneumococchi, mancanti di pneumolisina e di auto lisina 
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1.2 Neisseria meningitidis 
 
La Neisseria meningitidis è un diplococco Gram negativo 
identificato per la prima volta nel 1887, anche se alcune forme morbose 
sostenute dal microrganismo erano già state descritte nel 1805 nel corso di 
un’epidemia a Ginevra. Ha una forma vagamente reniforme e generalmente 
le cellule sono disposte in coppie (diplococchi) in cui i batteri si guardano 
per la parte piano-concava, simulando quell’aspetto che viene indicato 
come “a chicco di caffè”  (Fig. 2). 
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La neisseria è un batterio aerobio-anaerobio facoltativo, immobile, 
asporigeno, capsulato. Tutte le neisserie producono catalasi e sono positive 
alla reazione per la ossidasi. I meningococchi possiedono un antigene 
presente nella membrana esterna, comune a tutti i meningococchi e 
correlato con analoghi antigeni di altre neisserie (48). La capsula di natura 
polisaccaridica di cui sono provvisti, può presentare caratteristici antigeni 
diversi in base ai quali la maggior parte dei meningococchi può essere 
divisa in tredici sierogruppi, denominati rispettivamente A, B, C, D, H, I, 
K, L, X, Y, Z1, W-135 e 29E. Tuttavia, i gruppi A, B, C, W-135 e Y sono 
responsabili della grande maggioranza dei casi clinici. Il siero gruppo X è 
stato isolato solo in Africa centrale (4). La relativa prevalenza di ogni 
sottogruppo dipende dall’area geografica e da altri fattori, fra i quali l’età: 
mentre in Europa predominano i siero gruppi B e C, in Africa prevale il 
siero gruppo A (71). I polisaccaridi sono specifici per ogni siero gruppo e 
sono essenziali per la patogenicità del germe. I sierogruppi sono 
ulteriormente suddivisi, in sierotipi, sottotipi e immunotipi, a seconda delle 
differenze delle proteine della membrana esterna e dei polisaccaridi. Grazie 
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batteriche, i diversi siero gruppi di N. meningitis possono cambiare il 
polisaccaride della capsula e con ciò il loro sierogruppo (switch della 
capsula), evadendo in tal modo all’immunità tipo-specifica e quindi con 
effetto negativo sull’efficacia della vaccinazione (1,69). L’Istituto 
Superiore di Sanità da 17 anni sta monitorando le caratteristiche 
fenotipiche dei meningococchi circolanti in Italia (54). Gli isolamenti di 
meningococco B mostrano un’ampia varietà di fenotipi: alcuni prevalgono 
in un certo periodo, per poi diminuire o scomparire, mentre altri emergono 
successivamente. La sorveglianza dei meningococchi assume un ruolo 
cruciale per dimostrare la circolazione di cloni ipervirulenti, allo scopo 
d’identificare nuove varianti e per monitorare la loro diffusione (26). 
I meningococchi sono dotati di numerosi meccanismi, utili per evitare 
l’immunità degli esseri umani, sia la componente innata sia l’immunità 
adattativa (50). 
Oltre al polisaccaride nella capsula, sulla superficie del meningococco sono 
presenti numerose proteine della membrana esterna e alcuni 
lipopolisaccaridi (endotossine), ai quali è dovuta la virulenza: mentre 
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si stabilisce il sierogruppo, dalle caratteristiche dei lipo-olisaccaridi si 
stabilisce l’immunotipo e dalle differenze nelle proteine della membrana 
esterna s’identifica il sierotipo e il siero sottotipo. I lipopolisaccaridi della 
N.meningitidis si suddividono in 12 diversi immunotipi. La capsula del 
meningococco è importante per la trasmissione e per la colonizzazione: 
essa lo protegge dall’essiccamento, dalla fagocitosi, dall’ opsonizzazione e 
dalla morte battericida, mediata dal complemento. Gli anticorpi diretti 
contro la capsula, che rappresenta l’obbiettivo principale dei vaccini 
polisaccaridici e coniugati, giocano un ruolo essenziale nella malattia 
meningococcica. 
Alla virulenza del meningococco contribuiscono anche le proteine della 
membrana esterna. I pili per esempio, in numero di molte migliaia per ogni 
singola cellula batterica facilitano l’aggancio del meningococco alle 
cellule, facilitando il passaggio attraverso gli strati di muco e i movimenti 
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1.3 Haemophilus influenzae 
 
L’Haemophilus influenzae (Hi )è un piccolo batterio (0,3-1 µm), 
Gram negativo generalmente aerobio (può crescere come anerobio 
facoltativo), immobile, non sporigeno, dì forma variabile; viene spesso 
descritto come un cocco-bacillo di forma pleiomorfica (Fig. 3). 
 
Fig. 3 Scansione in microscopia elettronica di un preparato di Haemophilus influenzae 
 
Venne riconosciuto per la prima volta, nel 1892, da Pfeiffer,che 
erroneamente lo ritenne responsabile dell'influenza: da qui il nome con il 
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ospiti naturali dell’H. influenzae. Come altri agenti infettivi invasivi 
(meningococco e pneumococco), l’H. influenzae possiede alcune strutture 
superficiali che sono essenziali per determinare la sua patogenicità: fra 
queste la principale è il polisaccaride della capsula: questo polisaccaride, 
un polimero del poliribosilribitolfosfato (PRP) è il principale fattore, 
associato alla virulenza. Secondo le caratteristiche antigeniche del 
polisaccaride capsulare, vengono riconosciuti, sei sierotipi principali, 
indicati con le lettere da “a” a “f”; accanto a questi esistono altri ceppi che 
non posseggono il polisaccaride capsulare e vengono perciò definiti come 
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1.4 Epidemiologia delle malattie batteriche invasive 
 
Le malattie invasive sono quadri clinici in cui i suddetti batteri hanno 
raggiunto siti normalmente sterili. In particolare le forme più frequenti sono 
le meningiti e le sepsi. Queste due forme spesso si sovrappongono per cui i 
batteri possono essere isolati contemporaneamente da entrambi i siti.  
La meningite è un’infiammazione delle membrane (le meningi) che 
avvolgono il cervello e il midollo spinale. 
La meningite batterica è l'infezione più comune del Sistema Nervoso 
Centrale. La sua importanza deriva oltre che dalla sua gravità,in quanto 
l’infezione progredisce rapidamente e può portare a morte, ma anche dalle 
conseguenze che può cagionare: danni permanenti e disabilità di vario 
ordine e grado. É questo il motivo per cui il solo sospetto di meningite in 
un paziente causa allarme e forti implicazioni emotive in tutto il personale 
sanitario coinvolto, dal medico di pronto soccorso al laboratorio chiamato 
alla diagnosi microbiologica. Proprio per quest’ultimo si pone la necessità 
di un approccio metodologico basato sulla rapidità, sulla accuratezza e 
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La sepsi è una infiammazione sistemica causata dalla presenza 
dell’organismo nel sangue. La sua severità (a secondo del patogeno) può 
andare da una modesta febbricola, che si risolve spontaneamente, sino a 
quadri con shock settici che possono evolvere in esito fatale (82).  
Queste patologie colpiscono soprattutto i bambini sotto i 5 anni e altre 
fasce di età a seconda del germe. Infatti le forme da meningococco 
interessano, oltre i bambini piccoli, anche gli adolescenti e i giovani adulti, 
mentre le meningiti da pneumococco colpiscono soprattutto i bambini e gli 
anziani. L’introduzione dei vaccini nel calendario vaccinale pediatrico e 
dell’adolescente (solo per il meningococco) stanno riducendo il numero dei 
casi in questa fascia di età (4). 
La malattia è più frequente tra la fine dell’inverno e l’inizio della 
primavera, anche se casi sporadici si verificano durante tutto l’anno.  
Le persone che vivono e dormono in ambienti comuni, come gli studenti 
nei dormitori universitari o le reclute, hanno un rischio più elevato di 
meningite da meningococco e da Haemophilus influenzae. 
Inoltre le infezioni delle prime vie respiratorie o alcune immunodeficienze 
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Immunodepressione, asplenia, insufficienza cardiaca, asma e l’HIV sono 
invece un fattore di rischio per la malattia invasiva pneumococcica. 
I sintomi della meningite sono indipendenti dal germe che causa la 
malattia. I sintomi più tipici includono: 
 
• irrigidimento della parte posteriore del collo (rigidità nucale) 
• febbre alta 
• mal di testa 
• vomito o nausea 
• alterazione del livello di coscienza 
• convulsioni. 
Nei neonati, alcuni di questi sintomi non sono evidenti. Si può però 
manifestare febbre, convulsioni, un pianto continuo, irritabilità, sonnolenza 
e scarso appetito. 
Per quanto riguarda la sepsi i sintomi variano da una febbre transitoria 
(spesso più frequentemente chiamate batteriemie nel caso di infezioni da 
pneumococco) a invece infezioni sistemiche con compromissione di molti 
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Nel contesto europeo, l’Italia si colloca come paese a bassa incidenza di 
malattia invasiva da meningococco, pneumococco ed Haemophilus 
influenzae (21). 
In Italia dal 1994 è attivo un sistema di sorveglianza nazionale dedicato alle 
meningiti batteriche che dal 2007  si è ampliato a includere tutte le malattie 
invasive da meningococco, pneumococco ed Haemophilus influenzae (i 
batteri più frequentemente responsabili di sepsi). La sorveglianza è 
coordinata dall’Istituto Superiore di Sanità (ISS) ed è estesa a tutto il 
territorio nazionale. Il sistema prevede la raccolta dei dati relativi ai casi di 
malattia, la tipizzazione dei ceppi isolati da parte dei laboratori ospedalieri 
e il loro invio al laboratorio di riferimento nazionale dell’ISS per una 
completa caratterizzazione microbiologica e/o diagnostica. 
Da alcuni anni il SIMI (Sistema di sorveglianza delle malattie batteriche 
invasive coordinato dall’Istituto Superiore di Sanità) riporta in un’apposita 
tabella i casi globali di malattia invasiva (meningite e sepsi) (42). 
Da tali tabelle è evidente che, pur nella variabilità da un anno all’altro, il 
numero dei casi di meningite da pneumococco, è ancora piuttosto elevato 
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ha avuto negli ultimi anni una diffusione troppo limitata in alcune regioni 
per accompagnarsi a una sensibile riduzione del numero dei casi. Tra il 
1994 e il 2010 il numero dei casi non è diminuito in modo evidente, 
nonostante il progressivo diffondersi della vaccinazione in Italia; questa 
apparente anomalia è dovuta a molteplici fattori. Sono infatti migliorate 
enormemente le modalità di diagnosi eziologica, questa, oltre che con la 
classica coltura, viene effettuata  con la PCR (4). 
Nel 2014 sono stati segnalati 952 casi di malattia invasiva da 
pneumococco; il numero assoluto di casi è di poco diminuito rispetto al 
2013 (977 casi) ma più alto degli anni precedenti (748 casi notificati nel 
2011 e 813 casi nel 2012). 
Persiste l’andamento in diminuzione nelle fasce di età da 0 a 5 anni; mentre 
si nota un aumento nelle altre fasce di età, in particolare negli anziani. 
Il calo nella fascia di età 0-5 anni è verosimilmente legato all’aumento 
della copertura vaccinale; l’aumento rilevato negli adulti potrebbe essere 
attribuito a una crescente attenzione alla diagnosi e alla notifica delle sepsi 
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età, a seguito della loro inclusione nel sistema di sorveglianza a partire dal 
2007 (Tab. 1). 
 
 
Tab. 1: Casi e incidenza di malattia invasiva da pneumococco per età e anno, in Italia 
(2011-2015). 
 
Informazioni sul sierotipo sono disponibili per il 54% dei casi notificati nel 
2014, una quota minore rispetto al 2013 (65%); sebbene la quota di ceppi 
tipizzati sia notevolmente aumentata rispetto al passato (soltanto il 32% dei 
casi notificati nel 2011 erano stati tipizzati) per l’invio di dati provenienti 
da laboratori di riferimento regionale o sovraregionale, non ancora, 
purtroppo, diffusi in tutta la Penisola. 
Da tali dati emerge che il sierotipo 3 è risultato il più rappresentato tra i 
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Tab. 2: Distribuzione (numerosità assoluta e percentuale, in ordine di frequenza 
decrescente sui dati 2014) per sierotipo e per anno dei ceppi di pneumococco isolati da 
infezioni invasive e inviati all’Istituto Superiore di Sanità e/o tipizzati da altro 
laboratorio (2011-2015) 
 
Di questi tre sierotipi solo il primo è presente nella composizione del 
vaccino glicoconiugato 13-valente mentre tutti sono presenti in quello 
polisaccaridico 23 valente. Sia l’8 che il 12F risultano in aumento rispetto 
al 2012, tuttavia questi aumenti in percentuale non necessariamente 
corrispondono ad un aumento dei casi da questi sierotipi non vaccinali, ma 
riflettono anche la diminuzione della circolazione dei sierotipi vaccinali. 
Analizzando i sierotipi isolati da pazienti con età fra 0 e 4 anni (Tab. 3), 
si registra la netta diminuzione del sierotipo 14 presente nel vaccino 13 
valente. Rimane invece elevata la frequenza dei sierotipi 1 e 19A che, 
malgrado siano contenuti nel vaccino 13 valente, continuano a essere tra i 
sierotipi più frequentemente isolati. Tra i sierotipi non-vaccinali più 
frequenti in questa classe di età vanno menzionati il sierotipo 12F e il 24F. 
Tali dati di siero prevalenza, seppur parziali, sono stati confermati anche 
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Tab. 3: Distribuzione per sierotipo e per anno (in ordine di frequenza decrescente sui 
dati 2014) dei ceppi di pneumococco isolati da infezioni invasive in bambini con età 
compresa tra 0 e 4 anni e inviati per tipizzazione all’Istituto Superiore di Sanità o 
tipizzati da altro laboratorio (2011-2015). 
 
Tuttavia, è bene sottolineare che tale andamento può essere presentare 
differenze regionali sia per la diversa copertura vaccinale sia per la 
presenza/assenza di un sistema di sorveglianza attiva in ambito regionale. 
Per quanto riguarda la Neisseria meningitidis nel 2014 sono stati segnalati 
163 casi di malattia invasiva da meningococco, con un’incidenza pari a 
0,27 casi per 100.000; peraltro, l’incidenza risulta in linea ai due anni 
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Tab. 4: Casi di incidenza di malattia invasiva da meningococco per età e per anno 
(2011-2015). 
 
Nella maggior parte delle regioni l’andamento è pressoché stabile o 
presenta piccole oscillazioni nel triennio 2011-2014. Invece, si segnala nei 
dati provvisori del 2015, un aumento di casi di meningococco di tipo C in 
giovani adulti (21 casi si sono verificati tra i 18 e i 34 anni di età, di cui 17 
in Toscana). Rispetto agli anni precedenti si nota un leggero aumento in 
Lombardia (30 casi nel 2011, 34 nel 2012, 42 nel 2013, 45 nel 2014). 
L’incidenza della malattia invasiva da meningococco è maggiore nella 
fascia di età 0-4 anni e in particolare nel primo anno di vita in cui 
l’incidenza supera i 4 casi per 100.000. L’incidenza si mantiene elevata 
fino alla fascia 15-24 anni (in cui si rilevano 0,30 casi per 100.000 abitanti 
nel 2014) e diminuisce dai 25 anni in su. 
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rappresenta il sierogruppo più frequente (65%, 51%, 48%, 48% dei ceppi 
tipizzati rispettivamente nel 2011, 2012, 2013, 2014), seguito dal 
meningococco C (17%, 30%, 31%, 31% dei ceppi tipizzati nel 2011, 2012, 
e 2014) e dal meningococco di sierogruppo Y (14%, 17%, 16%, 13% dei 
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Tab. 5: Casi di malattia invasiva da meningococco per sierogruppo, età e anno (2011-
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Il numero dei casi di infezioni invasive (meningiti e sepsi) da Haemophilus 
influenzae rimane limitato, sebbene si conferma l’incremento 
dell’incidenza nel corso degli ultimi 4 anni (da 0,08 casi per 100.000 nel 
2011 a 0,13 per 100.000 nel 2013) (Tab. 6). 
 
 
Tab. 6: Casi e incidenza di malattia invasiva da Haemophilus influenzae per età e anno, 
in Italia (2011-2015). 
 
I casi dovuti al sierotipo b, gli unici prevenibili mediante vaccinazione, si 
mantengono rari (nessun caso nel 2011, 6 casi nel 2012, 5 casi nel 2013, 7 
casi nel 2014, 3 casi nel 2015) (43). 
In Europa, nel 2012 sono stati segnalati, 20785 casi confermati di malattia 
pneumococcica invasiva (IPD), dei 27 Stati membri dell'UE / SEE con un 
tasso di notifica complessivo di 5,2 casi per 100 000. I neonati e gli anziani 




Carriage rinofaringeo: distribuzione dei sierotipi di Streptococcus pneumoniae e altri patogeni respiratori 
Tesi di dottorato in Scienze biomediche 
Università degli Studi di Sassari 
   26 
 
diminuzione è stata osservata per i casi sotto i cinque anni di età. 
L’incidenza è rimasta stabile in tutte le altre fasce d'età. La maggior parte 
delle infezioni sono state causate da sierotipi coperti dal 13-valente vaccino 
pneumococcico coniugato PCV13, mentre è stata osservata una 
diminuzione della percentuale dei sierotipi PCV7. I sierotipi non vaccinali 
6C e 15A stanno diventando i più comuni. 
Per quanto riguarda la malattia invasiva da meningococco (IMD),  3463 
casi confermati sono stati segnalati nel 2012 dai 27 Stati membri dell'UE / 
SEE con un tasso di notifica globale di 0,7 casi per 100 000. Il sierogruppo 
B era predominante, soprattutto nei bambini, con un tasso 10 volte 
superiore rispetto al siero gruppo  C. Tuttavia, la distribuzione di 
sierogruppi variava notevolmente da paese a paese, a seconda di quando è 
stata introdotta la vaccinazione con il  sierotipo C (MCC). Nel complesso, 
un consistente andamento decrescente è stato osservato per sierogruppo B e 
C durante 2008-12, mentre vi è stato un aumento del sierogruppo Y, che 
colpisce soprattutto i bambini e gli anziani. Il sierogruppo A è in gran parte 
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segnalati. La disponibilità del vaccino contro il sierogruppo B potrebbe 
ridurre ulteriormente l'incidenza di questa malattia.  
Per l’ H. influenzae (Hi), 3545 casi confermati sono stati segnalati nel 2012 
da 27 Stati membri dell'UE / SEE, con un tasso di notifica complessivo di 
0,6 casi per 100 000. Il tasso di notifica più elevato è stato osservato nei 
bambini al di sotto un anno di età,  sostenuto da ceppi non capsulati. 
Durante il periodo 2008-12, il tasso di notifica è aumentato, soprattutto nei 
bambini di età inferiore ai cinque anni, per i ceppi non capsulati, mentre è 
rimasto stabile per le infezioni sostenute dai sierotipi non-b. Grazie al 
successo dei programmi di vaccinazione anti-Hib, la malattia da Hi è 
notevolmente diminuita in Europa e continua ad esserlo, con tassi specifici 
per età <1 per 100 000 abitanti nei bambini di età inferiore ai cinque anni 
(24). 
Per quanto concerne, invece, l’epidemiologia relativa ai tre microrganismi 
in ambito extra-europeo, dopo l'introduzione del vaccino coniugato 
pneumococcico 7-valente (PCV7) nel 2000, negli Stati Uniti, si è verificato 
un calo  della malattia pneumococcica invasiva tra i bambini con meno di 5 
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sierotipi presenti nel vaccino, tra i bambini di questa età era di circa 80 casi 
ogni 100.000 abitanti. Dopo l'introduzione del PCV7, i tassi di malattia a 
causa di questi 7 sierotipi è sceso drasticamente a meno di 1 caso su 
100.000 fino al 2007. 
L'introduzione del PCV7 ha ridotto anche il carico di malattia 
pneumococcica invasiva tra i bambini più grandi e adulti attraverso la 
riduzione della trasmissione dei sierotipi presenti nel vaccino 
(herdprotection). La diminuzione dell'incidenza dei casi di malattia 
invasiva tra gli adulti sono stati osservati già nel 2001 fino ad oggi  con una  
riduzione dell'incidenza di 64-77%. Un aumento dei casi di malattia dovute 
ai sierotipi non inclusi nel PCV7 (replacement disease) si sono registrati in 
bambini e negli adulti ma in maniera inferiore rispetto alla riduzione 
complessiva della malattia. Con l'introduzione del vaccino pneumococcico 
coniugato 13-valente (PCV13), i casi di malattia invasiva a causa dei 
sierotipi addizionali coperti da PCV13 sono diminuiti notevolmente ma non 
quelli dovuti ai sierotipi presenti nel vaccino PCV7. 
Il tasso della malattia da meningococco è diminuito negli Stati Uniti a 
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La proporzione di casi dovuti a ciascun sierogruppo variava a seconda del 
gruppo di età. Il sierogruppo B causa approssimativamente il 60% dei casi 
tra i bambini con età inferiore ai 5 anni. I sierogruppi C, Y o W presenti nel 
vaccino coniugato causano approssimativamente due o tre casi di malattia 




S. pneumoniae, N. meningitidis ed H. influenzae possono colonizzare 
l’oro-faringe e il naso-faringe, sia in età pediatrica che nella popolazione 
adulta, portando a uno stato di portatore (carriage) che  può persistere da 
poche settimane a periodi sensibilmente più lunghi. In tale ambito, la 
colonizzazione batterica rappresenta un prerequisito,anche senza provocare 
alcuna  infezione (31). 
Molti rilevanti studi hanno monitorato il carriage batterico (74, 56). 
Peraltro, monitorare lo stato di portatore rappresenta un utile strumento per 
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Gli pneumococchi sono abitanti comuni delle vie aeree superiori e possono 
essere isolati dal nasofaringe nel 5-70% dei bambini e degli adulti normali. 
Il tasso del carriage pneumococcico (NP) è età-dipendente, a partire 
all'inizio del primo anno di vita e raggiunge il picco di 55% circa ai tre 
anni, con un continuo declino in età adulta (7). 
Le percentuali di stato di portatore asintomatico variano con l’età, con 
l’ambiente e con la presenza d’infezioni delle vie aeree superiori. La durata 
dello stato di portatore è diversa per ogni sierotipo di pneumococco. Nei 
lattanti dei primi 2 mesi di età, gli pneumococchi colonizzano 
progressivamente le mucose nasofaringee, trasmessi dai fratelli maggiori e 
dagli adulti (40). 
L’acquisizione del pneumococco e il conseguente stato di portatore 
aumentano progressivamente dal terzo al dodicesimo mese di vita, si 
stabilizzano durante il secondo anno per attenuarsi progressivamente, senza 
mai scomparire. Nelle comunità dal 27 al 58% degli studenti o dei residenti 
può essere portatore. Nelle caserme nel 50-60% del personale di servizio 
può albergare il pneumococco nel naso-faringe. La durata dello stato di 
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Sebbene la prevalenza del carriage negli anziani è bassa, tende ad 
aumentare nei pazienti anziani che vivono in  comunità e istituti (29). 
Lo stato di portatore di per sé non rappresenta un rischio di malattia ma, 
talvolta, può essere alla base delle infezioni (10). Sebbene sia quasi sempre 
asintomatica, la colonizzazione pneumococcica rappresenta il primo passo 
nella via patogenetica del pneumococco fino alla malattia invasiva (7). 
Dalle prime vie aeree, il batterio può raggiungere anche i seni e l’ orecchio 
medio e da qui, se le difese dell’ organismo non lo contrastano 
validamente, può diffondersi ulteriormente provocando l’insorgenza di 
mastoiditi o meningiti (48). La condizione di portatore è asintomatica e si 
caratterizza per la presenza di sierotipi distinti in relazione all’età e alla 
regione geografica; nella stagione invernale la prevalenza dei portatori 
aumenta. I sierotipi più comunemente isolati nei portatori di età pediatrica 
sono il sierotipo 6, 14, 19 e 23, mentre quelli isolati negli adulti sono molto 
più numerosi; in oltre il 30% dei portatori vengono isolati più 
sierogruppi/sierotipi (8). 
Nei bambini piccoli i sierotipi 3, 19 e 23 sono isolati più spesso 
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isolati dal sangue, i sierotipi 6, 10 e 23 si ritrovano più spesso nel liquido 
cerebrospinale (37, 38). 
In uno studio condotto in Italia (Milano, Genova) è stato ricercato il 
pneumococco nel naso-faringe di 2799 bambini sani: la quota di portatori è 
risultata pari all’8,6%. I sierotipi più rappresentati sono risultati il 3, 19F, 
19, 6B e 14: il 63,2% dei ceppi isolati era incluso nel vaccino eptavalente 
(PCV7); la percentuale era più alta nei bambini al di sotto dell’anno di vita 
(73,1%) e nella fascia di età 2-5 anni (68,9%) (53). La via naturale 
dell’infezione da pneumococco inizia con la colonizzazione e può 
progredire fino alla malattia invasiva, se le naturali barriere immunologiche 
sono superate. Ne deriva che una prevenzione della colonizzazione, per 
esempio attraverso la vaccinazione con vaccini coniugati, costituisce una 
protezione verso la malattia invasiva; d’altra parte la prevenzione della 
colonizzazione nasofaringea può anche ridurre la diffusione orizzontale 
dello pneumococco, migliorando in tal modo l’immunità di gruppo 
(herdimmunity) (4). 
Anche la N. meningitidis, così come il pneumococco, può colonizzare 
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adulta. Il carriage può persistere da poche settimane a più mesi, con una 
prevalenza nella popolazione che oscilla in genere tra il 5 e il 15%, con 
picchi nei mesi freddi che possono raggiungere il 30%. La durata dello 
stato di portatore dipende da caratteristiche dell’ospite e della comunità e 
può essere: transitorio, intermittente, duraturo o cronico (9). Dato che 
l’uomo è l’unico serbatoio dei meningococchi e che, dal punto di vista 
epidemiologico, la maggior parte dei casi di malattia invasiva non ha alcun 
rapporto con altri casi della comunità, se ne deduce che i portatori 
asintomatici rappresentano la sorgente più probabile per gli stipiti patogeni. 
Alcuni ceppi in particolare sono responsabili di meningite acuta e di 
epidemie. In determinate condizioni, la persistenza di uno specifico clone 
può perdurare nella popolazione anche fino a 6 anni, come è stato segnalato 
in una popolazione del Nord Italia (70). I più elevati valori di prevalenza 
sono stati riscontrati però nelle comunità chiuse di adolescenti o giovani 
adulti, dove risultano più probabili i contatti interpersonali, questo è stato 
rilevato in particolare tra le reclute e gli studenti di college. Lo stato di 
portatore di per sé rappresenta un processo naturale d’immunizzazione, che 
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classi di immunoglobuline (46). Non tutti i ceppi di N. meningitidis isolati 
dal nasofaringe del soggetto portatore sono suddivisibili nei siero gruppi 
conosciuti: circa un terzo è costituito da N. meningitidis, non gruppabile 
(18). 
L’ 80% dei bambini e degli adulti ospita ceppi non tipizzabili di 
Haemophilus influenzae nelle mucose delle vie aeree superiori. La 
colonizzazione è un processo dinamico: nuovi ceppi vengono acquisiti per 
rimpiazzare quelli vecchi che scompaiono. L’Haemophilus influenzae 
colonizza il nasofaringe del 3-5% dei bambini che vivono in comunità 
(nidi, scuole d’infanzia). La colonizzazione con un ceppo può durare da 
qualche giorno a qualche mese: è difficilmente eradicabile anche con gli 
antibiotici per via sistemica. Uno stato di portatore può persistere in seguito 
a un’infezione grave, trattata con successo con antibiotici. 
L’introduzione del vaccino coniugato contro H.influenzae b (Hib) ha 
determinato una drastica riduzione delle malattie da H.influenzae b nei 
paesi industrializzati (61). 
Questo risultato è stato accompagnato da alcuni cambiamenti 
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la variazione del sierotipo predominante da Hib a non tipizzabile (NTHi) 
(49, 33). Con l’utilizzo del vaccino coniugato Hib è stata dimostrata una 
forte riduzione del carriage faringeo del Hib (57), altri sierotipi potrebbero 
occupare la nicchia vacante risultante dal replacement,fenomeno simile a 
quello osservato per lo Streptococcus pneumoniae (45). 
Uno studio sul carriage dell’Haemophilus influenzae è stato condotto in 
717 bambini con età <6 anni dal mese di giugno 2012 a luglio 2013 in due 
grandi città italiane. Il 14,1 % è risultato positivo  e di questi il 97% degli 
isolati è stato identificato come NTHi, 2 come tipizzabili e uno tipo f (34). 
 
1.6 Vaccinoprofilassi anti-pneumococco, -meningococco, 
-Haemophilus influenzae B 
 
La disponibilità di un vaccino efficace contro i ceppi più 
frequentemente in causa di Streptococcus pneumoniae rappresenta un 
obiettivo primario nel campo della salute pubblica (23, 27, 62). 
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 Il vaccino polisaccaridico non coniugato 23-valente (PPV23), 
composto da polisaccaridi dei 23 tipi più frequentemente in causa. 
La difficoltà fondamentale di questo vaccino è legato al fatto che il 
sistema immune di un bambino di meno di cinque anni di età, 
proprio il gruppo che rappresenta i più alti livelli di morbilità e di 
letalità per infezioni pneumococciche, non riconosce o riconosce in 
modo insufficiente i polisaccaridi della capsula del pneumococco e 
quindi non risponde con anticorpi della classe IgG e non attiva le 
cellule della memoria, per tale ragione il vaccino 23-valente non 
permette di proteggere sufficientemente i bambini nei primi anni di 
vita. 
I vaccini cellule T indipendenti sembra  che non prevengano il 
carriage della specie  batterica dopo che la risposta immunitaria di 
breve durata è terminata (19). 
 I vaccini polisaccaridici coniugati PCV7 (vaccino pneumococcico 
coniugato epta-valente, Prevenar 7, Pfizer), il 10-valente PCV10 
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contengono polisaccaridi batterici della capsula esterna del 
microrganismosono attualmente i vaccini coniugati autorizzati. 
Il polisaccaride viene convertito in un antigene T-dipendente dalla 
presenza di una proteina trasportatrice. La memoria a lungo termine 
delle cellule B matura in modo che il sistema immunitario,sia a breve 
che a lungo termine,evochi una risposta quando tali polisaccaridi si 
incontrano di nuovo. Questo riduce la colonizzazione dei sierotipi 
inclusi nel vaccino, aiutando a prevenire l’infezione anche 
nell’individuo molto giovane. 
Nel 2000 il vaccino PCV7 formulato con antigeni polisaccaridici dei sette 
sierotipi isolati più frequentemente nel nord America è stato inizialmente 
utilizzato per l’immunizzazione di routine dei bambini negli USA (20). 
Sono state distribuite più di 200 milioni di dosi in oltre 88 Paesi, in 28 dei 
quali il PCV7 è stato inserito nei programmi d’immunizzazione nazionale 
(17). I sette sierotipi di pneumococco, scelti per far parte del vaccino 
eptavalente, sono quelli più spesso ritrovati negli USA: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 
19F e 23F. Con questa scelta si coprono anche sierotipi che solitamente 
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2000 sull’uso dei vaccini coniugati contro il pneumococco in Europa (67), 
fu valutato che il 50- 80%, dei sierotipi che in Europa causano malattie 
invasive, è coperto dai sierotipi contenuti nel vaccino coniugato 
eptavalente. La European Medicines Agency (EMA) ha concesso la licenza 
per PCV7 nel 2001. Il Ministero Italiano della Salute raccomandava 
inizialmente PCV7 per i bambini ad alto rischio, successivamente ha 
incluso il vaccino nel Piano Nazionale di Vaccinazione per il 2005-2007 
(20). 
La schedula del vaccino eptavalente pneumococcico coniugato(PCV7) ha 
notevolmente ridotto l'incidenza delle malattie da pneumococco nella 
popolazione pediatrica sia nei bambini vaccinati che negli individui non 
vaccinati di tutte le età (13). 
Questo ha portato alla conclusione che PCV7 non solo era molto efficace 
nei bambini vaccinati, ma anche che potrebbe aver indotto l’herd immunity 
limitando la diffusione delle malattie pneumococciche nella popolazione 
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Il CDC ha riportato una riduzione del 90% dell'incidenza di malattie 
invasive pneumococciche (IPDS) negli Stati Uniti causate da Streptococcus 
pneumoniae con l'introduzione del PCV7 nei bambini piccoli (11). 
Dopo l’introduzione del PCV7è stato riportato in tutto il mondo sia nei 
bambini che negli adulti, ma soprattutto negli anziani un calo significativo 
delle malattie da pneumococco delle mucose, come l'otite media 
acuta(OMA) e la polmonite non batteriemica (63, 36).  
Mentre l'incidenza di malattie causate dai sierotipi presenti nel PCV7 
hanno continuato a diminuire con l'introduzione di PCV7, diversi studi 
hanno documentato come si sia verificato un aumento dell'incidenza di 
infezioni causate dai sierotipi non PCV7, in particolare dei sierotipi 19A, 
7F, 6A e 6C (13, 41, 55). 
Per superare questo problema sono stati sviluppati nuovi vaccini che 
coprono più sierotipi in particolare quelli emergenti. 
Al PCV7 hanno fatto seguito infatti: il 10-valente PVC coniugato con la 
glicoproteina-D dell’Haemophilus influenzae, che aggiunge i sierotipi 1,5, 
e il 7 F (PVC10); e il 13 valente PCV coniugato-CMR 197 che aggiunge i 
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Tutti i polisaccaridi capsulari dei 13 sierotipi inclusi nel PCV13 sono stati 
coniugati con il mutante non tossico della tossina difterica CRM197. Il 
PCV13 ha ottenuto la licenza per sostituire il PCV7 nel 2010 per i bambini 
tra 6 settimane e 5 anni di età sia negli Stati Uniti d'America sia 
nell’Unione Europea (30, 22). 
A  partire  dalla  immissione  in  commercio  del  primo  vaccino  anti-
pneumococcico  per  l’infanzia  (PCV7), avvenuta nel 2002, in Italia la 
vaccinazione anti-pneumococcica è stata offerta con modalità diversificata 
nelle diverse regioni. E’ solo a partire dal 2009-2010 che il vaccino è stato 
offerto gratuitamente e, molto spesso con chiamata attiva, dalla maggior 
parte delle regioni, a tutti i nuovi nati e nel 2012 è stato inserito nel Piano 
Nazionale di Prevenzione Vaccinale 2012-2014 con l’obiettivo del 
raggiungimento e mantenimento nei nuovi nati di coperture vaccinali ≥ 
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Fig. 4 Calendario vaccinale per la vita (SItI, Sip, Fimp, Fimmg).(Società italiana di 
igiene (SItI), Società italiana di pediatria (Sip), Federazione italiana medici pediatri 
(Fimp), Federazione italiana medici di medicina generale (Fimmg). 
 
Il ciclo vaccinale prevede, per i nuovi nati, la somministrazione di tre dosi 
nel primo anno di vita (3°,5° 11° mese).  
Se la vaccinazione inizia nel secondo semestre di vita, vanno eseguite 
ugualmente 3 dosi a distanza di sei-otto settimane l’una dall’altra; due dosi 
se si inizia dopo il compimento del primo anno; una dose se si inizia dopo 
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A settembre 2011, l’indicazione d’uso è stata estesa anche alla popolazione 
adulta di età uguale o superiore ai 50 anni; a febbraio 2013 e stata estesa 
anche ai soggetti di età compresa tra 6 e 17 anni e a maggio 2013 è stata  
ulteriormente  estesa  ai  soggetti  di  età  compresa  tra  18  e  50  anni.  
IlPCV13non  è  al  momento autorizzato per la prevenzione delle polmoniti 
non batteriemiche nei soggetti al di sopra dei 17 anni. 
I vaccini PCV producendo una risposta immunitaria forte e più duratura 
sono indicati nei bambini rispetto al PPV e più efficaci contro i sierotipi 
circolanti vaccino rispetto al PPV anche negli anziani (58, 16, 44). 
Le prime ricerche sul vaccino contro il meningococco risalgono ai primi 
decenni del secolo, con risultati di scarsa rilevanza. Con la scoperta dei 
sulfamidici negli anni ’30, l’interesse dei ricercatori si attenuò, finché 
successivamente l’insorgenza di ceppi resistenti non richiamò di nuovo 
l’interesse sulla preparazione di un vaccino. I primi vaccini sono stati 
preparati a partire dai polisaccaridi della capsula del meningococco. Da una 
decina di anni sono stati preparati vaccini polisaccaridici coniugati con 
proteine per allargare l’immunogenicità ai primi 4-5 anni di vita e per 
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Oggi sono a disposizione quattro tipi di vaccini: 
 Vaccino polisaccaridico tetravalente (A,C,W135,Y) 
 Vaccino polisaccaridico coniugato, monocomponente (Men C) 
 Vaccini polisaccaridici coniugati tetravalenti (A, C, W135, Y) 
 Vaccino verso la N. meningitidis gruppo B  
Negli ultimi 25 anni molte delle epidemie previste nel mondo, non si sono 
verificate grazie alla vaccinazione meningococcica (80). 
Al giorno d’oggi i vaccini polisaccaridici in commercio nei paesi 
occidentali sono prevalentemente tetravalenti e comprendono i 
polisaccaridi A,C,W135e Y. I loro punti critici sono due: 
 Sono poco immunogeni, eccetto il polisaccaride A, nei soggetti in età 
inferiore a 4-5 anni 
 Presentano un’ alta specificità di gruppo, per cui è necessario disporre 
di vaccini che comprendano tutti i gruppi di meningococco che si sono 
dimostrati patogeni per l’uomo. 
Questo tipo di vaccini sono efficaci nello stimolare le cellule B del sistema 
immunitario, ma non la risposta T, principale responsabile della memoria 
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Esiste inoltre un’altra importante conseguenza della somministrazione dei 
vaccini meningococcici polisaccaridici non coniugati: l’esposizione di 
lattanti o bambini a vaccini meningococcici costituiti da polisaccaridi 
“nudi” può diminuire le risposte successive ai vaccini coniugati e abbassare 
la concentrazione sierica a livelli non protetti (35).Questo fenomeno può 
portare a un aumento paradossale della suscettibilità, indotta dalla 
vaccinazione con polisaccaridi non coniugati. Il meningococco di tipo B 
rimane quindi il sierogruppo predominante in Europa, Nord e Sud America, 
Australia e Nuova Zelanda.  
I più recenti vaccini coniugati, nei quali i polisaccaridi capsulari sono 
coniugati a proteine carrier, sono in grado di stimolare tanto la risposta B 
mediata quanto quella T-mediata, e sono quindi utilizzabili per ottenere 
memoria immune a lungo termine, nonché per indurre titoli anticorpali 
protettivi anche nei soggetti con meno di 2 anni di età. I vaccini coniugati 
sono disponibili in formulazioni monovalenti (A, utilizzato principalmente 
in Africa o C, ampiamente impiegato anche in Italia) o quadrivalenti (A, C, 
W135 e Y), anch’essi impiegati in Italia. Il primo paese ad introdurre la 




Carriage rinofaringeo: distribuzione dei sierotipi di Streptococcus pneumoniae e altri patogeni respiratori 
Tesi di dottorato in Scienze biomediche 
Università degli Studi di Sassari 
   45 
 
Italia, il vaccino contro il meningococco C è stato incluso nel piano 
nazionale di prevenzione vaccinale PNPV 2012-2014 con una schedula di 
immunizzazione che prevede una dose singola tra il 13° e 15° mese di età. 
L’offerta attiva e gratuita è estesa agli adolescenti 11-18 anni come dose di 
recupero (5). 
Il 19 Febbraio 2010, la Food and Drug Administration ha approvato il 
vaccino Men ACWY  (Menveo) raccomandandolo con una sola dose a tutti 
i soggetti da 11 a 55 anni e a persone da 2 a55 anni che siano ad aumentato 
rischio di malattia meningococcica,è entrato in commercio in Italia a metà 
Luglio del 2010. 
Questo vaccino è immunogenico e ben tollerato, si differenzia in modo 
netto dal vaccino attualmente in commercio negli Stati uniti (Menactra), in 
primo luogo perché è risultato immunogenico anche nei lattanti di pochi 
mesi di vita, e successivamente risulta capace di indurre la memoria 
immunologica (69). 
Il vaccino multicomponente contro il meningococco B è stato sviluppato 
per proteggere i lattanti, i bambini, gli adolescenti e gli adulti dalla malattia 
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Il 14 Gennaio 2013 la Commissione Europea ha autorizzato l’immissione 
sul mercato del vaccino contro il meningococco B di Novartis Vaccines 
con il nome di Bexsero® (4CMenB). L’autorizzazione alla 
commercializzazione è stata in seguito ufficializzata anche dall’Agenzia 
Italia per il Farmaco (AIFA) attraverso l’inserimento di Bexsero® in 
Gazzetta Ufficiale (ultimo aggiornamento 29 luglio 2013) (22). 
Per la messa a punto del vaccino contro il meningococco B sono stati 
superati due importanti problemi legati alle caratteristiche del batterio: il 
primo è correlato all’antigene capsulare, ossia l’antigene che 
tradizionalmente viene usato nei vaccini glicoconiugati. Nel caso del 
meningococco di sierogruppo B il polisaccaride capsulare possiede una 
struttura riconosciuta dal sistema immunitario umano come “self” e di 
conseguenza non può essere utilizzato come antigene. In secondo luogo il 
meningococco B esiste in molteplici varianti, tutte in grado di determinare 
malattia invasiva. La combinazione dei diversi sottotipi varia da paese a 
paese e dunque è stato necessario identificare una formulazione unica in 
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La scelta della collocazione delle dosi di meningococco B ha rappresentato 
un problema di non facile risoluzione, considerate le contrastanti necessità 
di effettuare 4 somministrazioni nel volgere di pochi mesi, di non effettuare 
più di 2 iniezioni simultaneamente e, nel limite del possibile, di evitare le 
co-somministrazioni del vaccino anti-meningococco B con altri vaccini, 
visto l’incremento delle febbri di grado moderato/elevato ad esse 
conseguente.  
Un sempre maggior numero di somministrazioni di vaccini nei primi anni 
di vita hanno spinto le aziende produttrici di vaccini a introdurre in 
commercio numerosi vaccini combinati, che nella stessa fiala contenessero 
antigeni diversi. 
Il vaccino contro Hib è contenuto nel vaccino esavalente coniugato.  
L’Infanrixhexa è ben tollerato ed è immunogenico quando somministrato in 
3 dosi (2, 4 e 6 mesi) a bambini sani anche la schedula 3, 5,  13 mesi, 
prevista in Italia, in Svezia e in Slovacchia, è risultata ugualmente 
immunogenica e ben tollerata (67). 





Carriage rinofaringeo: distribuzione dei sierotipi di Streptococcus pneumoniae e altri patogeni respiratori 
Tesi di dottorato in Scienze biomediche 
Università degli Studi di Sassari 
   48 
 
2.SCOPO DELLA RICERCA 
 
Tra i principali agenti eziologici del distretto oro-faringeo, alcuni 
batteri capsulati, lo Streptococcus pneumoniae, la Neisseria meningitidis e 
l’Haemophylus influenzae rappresentano, in particolare nei bambini, le 
principali cause di malattie invasive prevenibili attraverso vaccini, oltre che 
un importante carico di malattia non invasiva. Questi batteri, peraltro, 
trovano nel nasofaringe dei bambini stessi il reservoir, con un trend di 
prevalenza generalmente decrescente in funzione dell’età.  
Studi nel settore evidenziano (51) che, peraltro, le vaccinazioni eseguite 
con vaccini polisaccaridici coniugati oltre a indurre una protezione diretta 
nei confronti delle malattie invasive e non invasive da parte di questi 
patogeni, possono portare anche ad una riduzione del carriage grazie alla 
produzione di anticorpi secreti a livello delle mucose. Questo fenomeno 
determina una protezione indiretta della popolazione (herdprotection) per 
la ridotta circolazione di tali patogeni. La valutazione dello stato di 
portatore, in particolare se monitorato nel tempo, può risultare pertanto un 
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Lo stato di portatore nasofaringeo pneumococcico è considerato come un 
prerequisito per lo sviluppo di malattie da pneumococco di conseguenza, la 
riduzione del carriage nasofaringeo attraverso la vaccinazione potrebbe 
rivelarsi utile anche per ridurre l'incidenza delle infezioni da pneumococco 
tra i bambini vaccinati, le loro famiglie e la comunità (68, 79). Inoltre, il 
monitoraggio dei cambiamenti del carriage  nasofaringeo indotta dalla 
vaccinazione PCV13 è importante, non solo, per la valutazione dell’ 
efficacia del vaccino, ma anche per monitorare un eventuale fenomeno di 
replacement, permettendo così di prevedere il possibile emergere di nuovi 
sierotipi causa di malattia invasiva. 
Sulla base di tali premesse, risulta di particolare importanza valutare gli 
effetti indotti dalle diverse vaccinazioni antipneumococciche, nelle diverse 
aree territoriali e fasce di età.  
Presso il Dipartimento di Scienze Biomediche, Sezione di Igiene e 
Medicina Preventiva dell’Università degli Studi di Sassari, è stato 
recentemente avviato un articolato progetto di ricerca, allo scopo di 
definire, relativamente ad una popolazione in età pediatrica (da 3 a 13 anni) 
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microrganismi responsabili di malattie invasive e la distribuzione dei 
differenti sierotipi di Streptococcus pneumoniae e di Neisseria meningitidis 
in relazione alla tipologia dei vaccini utilizzatial fine di valutare l’impatto 
esercitato dalle vaccinazioni.  
Il presente lavoro di tesi, alla conclusione del triennio formativo nel Corso 
di Dottorato in Scienze Biomediche, indirizzo di Sanità Pubblica ed 
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3.MATERIALI E METODI 
 
Lo studio è stato articolato in diverse fasi. In una prima fase, è stata 
predisposta la documentazione necessaria per la richiesta di autorizzazione 
dello studio da parte del Comitato di Bioetica della ASL n.1 di Sassari, 
successivamente approvata con delibera VB1086 del 21/09/2012. 
Contestualmente, è stato predisposto il consenso informato scritto da 
distribuire ai genitori ed un questionario per la raccolta delle principali 
informazioni anagrafiche quelle relative allo stato generale di salute dei 
bambini ed il loro stato vaccinale. Nel complesso, sono stati arruolati 217 
bambini di entrambi i sessi, provenienti da 4 Istituti scolastici della città di 
Sassari. 
Presso gli ambulatori dei medici scolastici dei vari Istituti identificati, è 
stato eseguito il prelievo tramite l’utilizzo di tamponi oro-faringei. 
Un tampone di cotone sterile, con la punta piegata ad angolo di 30 gradi è 
stato inserito attraverso la bocca e posto1a1,5 pollici nel rinofaringe, senza 
toccare l'ugola o la lingua, e lasciato in sede per4 a 6sec. 
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I tamponi (Copan, SRK Solution)sono stati immediatamente seminati su 
terreni di isolamento, selettivi per gli stipiti di interesse e per discriminare 
le specie patogene da altri microrganismi commensali dell’oro-faringe. Le 
piastre sono state trasportate tramite borse termostatate nel Laboratorio di 
analisi microbiologiche della Sezione di Igiene e Medicina Preventiva del 
Dipartimento di Scienze Biomediche e poste ad incubare a 37 °C per 24/48 
ore. In particolare, sono stati utilizzati terreni a base di agar sangue ed agar 
cioccolato, terreni utili al fine di mettere in evidenza alcune caratteristiche 
identificative delle due specie. Infatti, i pneumococchi, su terreni 
contenenti sangue, crescono formando colonie viridanti per emolisi 
incompleta. Successivamente, sulle colonie con tali caratteristiche, si è 
proceduto con la loro identificazione mediante il test di sensibilità 
all’antibiotico optochina (vengono considerati positivi gli aloni di 
inibizione di crescita maggiori di 14 mm). Per quanto riguarda la ricerca 
del meningococco, questo microrganismo, dopo la fase di crescita su 
terreno di coltura (le colonie su terreno agarizzato addizionato a sangue di 
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tramite colorazione di Gram e successiva identificazione biochimica con il 
sistema Vitek 2. 
Contestualmente i suddetti tamponi, sono stati analizzati  nel Laboratorio di 
Biologia Molecolare della Sezione di Igiene e Medicina Preventiva del 
Dipartimento di Scienze Biomediche per la ricerca di: S.pneumoniae, N. 
meningitidis e Haemophylus influenzae, attraverso tecniche diagnostiche 
molecolari messe a punto con la collaborazione dei ricercatori del 
Laboratorio di Immunologia, Dipartimento di Pediatria dell’Ospedale Anna 
Meyer di Firenze. In particolare, al fine di valutare sensibilità, specificità, 
valori predittivi delle metodiche molecolari adottate, precedentemente 
all’analisi sul campo, sono stati effettuati controlli di qualità intra- e inter-
laboratorio, sottoponendo ad analisi campioni biologici di riferimento, 
messi a disposizione dall’Ospedale Meyer.  
Tutti i campioni sono stati analizzati con metodica molecolare in PCR real- 
time, che, grazie all’utilizzo di una copia di primer e di una sonda marcata 
con sostanza fluorescente (probe), permette di evidenziare in tempi 
rapidissimi la presenza del DNA di uno specifico microrganismo e di 
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dapprima,l’estrazione del campione mediante il QIAamp DNA Mini 
kitQiagen. 
Protocollo di estrazione del DNA. 
 Aggiungere a 200 µl di campione 200 µl  di 
LysisBuffer  e  20 µl  di Proteinasi K. 
 Vortexare brevemente e incubare a 56°C per 10 minuti. 
 Centrifugare velocemente. 
 Aggiungere 200 µl di ethanol (96-100%) e vortexare 10’’. 
 Trasferire il tutto in una colonnina  Qiagen col filtro. 
 Centrifugare a   8000 rpm per 1’. 
 Eliminare l’eluito e tenere il filtro da trasferire in un’altra 
colonnina. 
 Aggiungere 500 µl di Washing Buffer 1. 
 Centrifugare a 8000 rpm per 1’. 
 Eliminare l’eluito e trasferire il filtro in un’altra colonnina. 
 Aggiungere 500 µl di Washing Buffer2. 
 Centrifugare a 14000 rpm per 3’. 
 Eliminare l’eluito e trasferire il filtro in una nuova provetta. 
 Aggiungere 200µl di Eluition Buffer. 
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Successivamente all’estrazione del DNA batterico, l’analisi dei campioni è 
stata effettuata secondo la metodologia della PCR real-time utilizzando 
coppie di primers e probe che individuano geni particolarmente conservati 
da eventuali mutazioni del pneumococco, del meningococco e dell’H. 
influenzae:il gene lyt A(pneumococcal autolysin gene) del pneumococco, il 
gene ctrA (meningococcal capsular transfer gene) della Neisseria 
meningitidis e il gene bexA (capsule exporting gene)dell’H. 
influenzae.(Tab.7 ). 
 
Gene Forwardprimer Reverse primer Probe 
lytA 5′-ACGCAATCTAGCAGATGAAGC-3′ 5′-TGTTTGGTTGGTTATTCGTGC-3′ 5′(JOE)-TTTGCCGAAAACGCTTGATACAGGG-(TAMRA)-3′ 








Tab. 7 Primer e probe dei geni lyt A, ctr A e bexA 
 
 Eliminare il filtro e tenere l’eluito nella provetta. 
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Per quanto concerne i meningococchi, successivamente alla loro  
identificazione di specie,sono stati siero tipizzati utilizzando il Neisseria 
meningitidis serogroups real-time PCR kit, Diagenode. Questa metodica 
consente di individuare i cinque siero gruppi: A, B, C, Y e W135 
responsabili di oltre il 99% delle infezioni meningococciche in Europa. 
La sierotipizzazione dei campioni risultati positivi per la presenza dello 
Streptococcus pneumoniae è stata valutata utilizzando primer/probe scelti 
sulla base dei sierotipi presenti nei vaccini PCV7 e PCV13.(Tab 8) 
 
 
Tab. 8 Primer e probe dei sierotipi contenuti nei vaccini PCV 7 e PCV 13. 
Serotye Forward primer Reverse primer Probe 
1 CGTGCGGTAATTGAAGCTATGA TGTGGCCCCAGCAACTCT JOE-TGCTTGCCCTTGTATAGGGT 
3 GGTCAGCAGAAAGTATGCATTGG TCGTTTATCCAGGGTCTGATGA JOE-TATTGGATGTGGTTTATCGTGAAGA 













7A/F GATGGCATGTGGCAAACCA TTTGCCCTCCTTAATCATTTCAC JOE-TTGGCTATCGGCATGGTGGT 








18B/C CCTGTTGTTATTCACGCCTTACG TTGCACTTCTCGAATAGCCTTACTC FAM-AACCGTTGGCCCTTGTGGTGGA 
19 A TTCGACGACGTATCAGCTTCA TCATTGAGAGCCTTAACCTCTTCA JOE-ACCCAAAACGGTTGACGCATTATACT 
19B/F GGTCATGCGAGATACGACAGAA TCCTCATCAGTCCCAACCAATT 
FAM-
ACCTGAAGGAGTAGCTGCTGGAACGTTG 
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La reazione di amplificazione è stata effettuata in un volume pari a 25µl 
contenente 2x Taqman Universal Master Mix. Le sonde marcate con JOE. 
5µl di DNA estratto è stato utilizzato per ogni reazione. Sono stati inclusi 
in ogni corsa un controllo negativo (H2O) e un controllo positivo (DNA di 
Streptococcus pneumoniae isolato da campioni di sangue o CSF isolati da 
pazienti e conservati nella ceppo teca del Laboratorio di Microbiologia 
dell’Ospedale pediatrico Anna Meyer.  
 
Protocollo di amplificazione del DNA 
 Preparare unamix per N campioni in una provetta da 1,5 ml 
           -12,5µl di 2x Taqman UniversalMaster Mix 
           -3µl di PrimerForward+Reverse 
           -2µl di Probe 
           -2,5µl di H2O 
Aliquotare20 µl della mix in provette da 1,5 ml 
 Pipettare 5µl di DNA nella miscela PCR 
 Aggiungere 5µl di Controllo PCR alla provetta di controllo positiva. 
 Aggiungere 5µldi acqua distillata alla provetta di controllo negativa. 
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Il DNA è stato amplificato con l’ABI 7500 (AppliedBiosystem), 
utilizzando per tutti le coppie di primers gli stessi parametri di 
amplificazione:  
 
Venivano considerati negativi i campioni con emissione di fluorescenza 
successiva al 45 ciclo di amplificazione. 
I risultati sono stati espressi come proporzioni (%) per quanto attiene alla 
prevalenza. Differenze tra i valori di prevalenza sono stati testati con il test 
z. Per i test statistici è stato scelto un livello di errore del primo tipo del 
5%. Gli intervalli di confidenza al 95% per i valori di prevalenza sono stati 
calcolati con il software Stata 11 [STATA Corp. Stata Statistical Software 
Release 11. College Station, TX: StataCorp LP] 
 
 
Step Temperatura Tempo Cicli 
1 95 °C 10 min 1 
2 95 °C 15 min 45 
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Nel complesso, sono stati arruolati 217 bambini (43% femmine e 
57% maschi) (Fig. 5); il 7,4% frequentava la scuola di infanzia, il 48,4% 
la scuola primaria ed il 44,2% la scuola media(Fig. 6). 
Complessivamente, la prevalenza di carriage, analizzata con metodica 
molecolare, per almeno uno dei patogeni considerati è risultata pari al 22% 
(95% CI, 0,15-0,24) (Fig. 7). 
I test colturali tradizionali hanno evidenziato una prevalenza nettamente 
inferiore del carriage sia per lo S.pneumoniae sia per la N. meningitidis. La 
prevalenza di S. pneumoniae con metodica colturale è risultata infatti del 
6%, contro il 22% evidenziato con la metodica molecolare,mentre le 
metodiche colturali non hanno messo in evidenza nessuno stipite di N. 
meningitidis contro il 3% evidenziato con la metodica molecolare(Fig. 8). 
Analizzando i risultati ottenuti con le due metodiche ed applicando un test 
di agreement, emerge un valore tra i test del 78,3%; tuttavia, applicando il 
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grado di accuratezza e affidabilità oltre il caso in una classificazione 
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Analizzando in maniera più approfondita i 47 risultati discordanti, 41 sono 
risultati positivi alla Real-Time PCR ma negativi all’esame colturale. 
Questo evidenzia la grande capacità analitica delle metodiche molecolari 
nell’individuare la presenza di patogeni, anche se presenti in scarsa quantità 
o “stressati” per condizioni ambientali sfavorevoli, andando a ricercare i 
loro acidi nucleici. Dei 6 campioni risultati, invece, positivi all’esame 
colturale ma negativi alla PCR, 4 sono risultati falsi positivi in quanto 
positivi al test dell’optochina ma negativi ai più affidabili test sierologici; 
2, invece, erano caratterizzati dall’avere un CT della Real-Time PCR 
particolarmente elevato e superiore al cut-off indicato per esprimere 
positività con la metodica molecolare. 
Passando ad analizzare  la prevalenza nelle diverse coorti, per almeno un 
microrganismo, l’andamento decresce in funzione dell’età. Il valore più 
elevato è stato riscontrato nei bambini della scuola di infanzia (87%)(95% 
CI, 0,61-0,95), 42%(95% CI, 0,33-0,47) nella scuola primaria ed il 13%(95% CI, 
0,13-0,27) nella scuola media (Fig. 9). 
Analizzando i risultati di prevalenza per singolo patogeno, emerge che i 
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bambini della scuola di infanzia, 60%(95% CI, 0,34-0,73), seguiti da quelli 
della primaria, 23%(95% CI, 0,13-0,27) e da quelli della scuola media 
16%(95% CI, 0,05-0,19) (Fig.10).  
Per quanto riguarda N. meningitidis, l’unico sierogruppo identificato 
apparteneva al gruppo B, con una prevalenza del 20% (95% CI, -0,06-
0,30) nella scuola d’infanzia, del 4% (95% CI,-0,06-0,06) nella scuola 
media, mentre, nessun campione è risultato positivo nella scuola primaria 
(Fig.11). 
Anche per quanto riguarda l’H.influenzae la prevalenza decresce in 
funzione dell’età: il valore più elevato è stato riscontrato nella scuola 
d’infanzia 60%(95% CI 0,34-0,73), 26% (95% CI 0,17-0,31) nella scuola 
primaria ed il 3%(95% CI -0,07-0,05) nella scuola media.(Fig.12). 
Analizzando i risultati ottenuti sulla ricerca dei sierotipi di pneumococco 
isolati dai bambini delle tre coorti, con particolare riguardo a quelli 
contenuti nei vaccini PCV7 e PCV 13, è stata rilevata una più elevata 
prevalenza per i sierotipi 18(38%), 4(11%) e 19F(4%) presenti nel vaccino 
PCV7, mentre oltre a quelli già citati, anche per i sierotipi 3 (17%), 5 
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Una quota del 30% era rappresentata da altri sierotipi diversi da quelli 
contenuti nei suddetti vaccini (Fig. 13).  
Analizzando la prevalenza di S. pneumoniae in funzione dello stato 
vaccinale dei soggetti, si evince dalla figura 14 che lo stato di portatore  
decresce in modo statisticamente significativo con l’avanzare dell’età nella 
coorte dei soggetti vaccinati: 60% (95% CI 0,34-0,73) nella scuola 
d’infanzia, 30% (95% CI 0,17-0,36), nella scuola primaria e 22%(95% CI-
0,11-0,36) nella scuola media. 
Appare interessante peraltro rilevare che tra i non vaccinati, unicamente 
presenti nella scuola primaria e media, è stata osservata una minore 
prevalenza del carriage (Fig. 14). Tale minore prevalenza risulta 
indipendentemente dal sierotipo (Fig. 15) 
La prevalenza dei diversi sierotipi osservati nel carriage non appare legata 
in maniera significativa allo stato vaccinale dei soggetti (Fig. 15), in 
particolare si osserva una maggiore prevalenza del carriage dei sierotipi 18 
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Fig. 7 Prevalenza del carriage per almeno un microrganismo 
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Fig. 9  Prevalenza per almeno un microrganismo nelle diverse coorti d’età 
 
 
Fig. 10 Prevalenza S.pneumoniae nelle diverse coorti d’età  
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Fig. 11 Prevalenza N.meningitidis B nelle diverse coorti d’età 
 
Fig. 12 Prevalenza H.influenzae nelle diverse coorti d’età  
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Fig. 13 Prevalenza dei diversi sierotipi S.pneumoniae  
 
Fig. 14 Prevalenza S.pneumoniae in soggetti vaccinati e non vaccinati  
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Lo scopo del presente studio era di analizzare il carriage dei sierotipi 
di S.pneumoniae e di altri patogeni respiratori in tamponi orofaringei, in un 
campione di soggetti di età pediatrica, al fine di valutare l’impatto 
esercitato dalle vaccinazioni.  
In primo luogo è stato evidenziata la scarsa affidabilità dei test colturali 
rispetto a quelli molecolari, particolarmente sensibili questi ultimi e più 
idonei a rilevare la presenza dei microrganismi ricercati in un sito 
anatomico ricco di flora microbica concomitante. Tale aspetto fa 
ipotizzare la conseguente sottostima diagnostica di casi di malattia 
invasiva sostenuta da tali microrganismi se l’analisi viene effettuata 
attraverso test colturali.  
In diversi studi, infatti,   i risultati ottenuti  con i metodi molecolari sono 
stati paragonati con quelli ottenuti con i metodi colturali convenzionali e 
in ognuno di essi, qualunque fosse il gene utilizzato o il campione 
biologico di partenza, i metodi molecolari hanno dimostrato una sensibilità 
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positività dei test colturali, la sensibilità dei test molecolari (PCR o real-
time PCR) non risulta inferiore a questi (28,73,81). 
Peraltro i risultati  ottenuti, in uno studio condotto, presso l’ Ospedale  
Pediatrico Meyer, su una popolazione pediatrica dimostrano che i metodi 
molecolari sono almeno il doppio più sensibili dei metodi colturali nella 
diagnosi di meningite o sepsi e sono almeno 10 volte più sensibili nella 
diagnosi di polmonite pneumococcica (3). 
L’analisi condotta nelle diverse coorti d’età ha messo in evidenza che lo 
stato di portatore per i tre microrganismi considerati è maggiormente 
presente nei bambini  di 3-5 anni, con prevalenze decrescenti in funzione 
dell’età indipendentemente dalla vaccinazione. 
Inaspettatamente lo stato di carriage per lo Streptococcus pneumoniae 
appare presente anche nei vaccinati e questo è attribuibile ad una 
diminuzione dei livelli anticorpali mano a mano che ci si allontana dalla 
data della vaccinazione, essendo il correlato di protezione per lo stato di 
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Infatti, nella valutazione della immunogenicità dei vaccini pneumococcici 
coniugati, il correlato immunologico di pretezione di 0,35 µg/mL si 
riferisce unicamente alle malattie invasive (meningite purulenta acuta, 
batteriemia occulta, sepsi), mentre per altre localizzazioni dello 
pneumococco , il correlato di protezione è più elevato. Per la prevenzione 
dello stato di portatore nasofaringeo, infatti, il correlato di protezione è 
risultato addirittura di 5µg/mL (14). 
Ne consegue che quanto maggiore risulta il titolo di anticorpi 
postvaccinazione pneumococcica tanto maggiore appare la protezione nei 
confronti della colonizzazione nasofaringea. 
Questo fenomeno avviene naturalmente anche in assenza di vaccinazione a 
seguito di colonizzazione/infezione  da parte dei microrganismi. Nella 
storia naturale lo stato di portatore decresce con l’età a causa di una 
naturale e progressiva immunizzazione. Questo fenomeno spiega il basso 
tasso di carriage rilevato nei non vaccinati nelle coorti di soggetti più 
grandi, mentre essendo la vaccinazione nei neonati caratterizzata da una 
elevata copertura (superiore al 95% nella nostra realtà territoriale), non 
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Tale fenomeno di immunizzazione naturale interferisce con l’immunità 
conferita dalla vaccinazione. In ogni caso, i dati a nostra disposizione 
evidenziano che il ruolo della immunizzazione naturale, sembra prevalere 
su quello indotto dalla vaccinazione. È possibile che altri meccanismi 
immunologici di protezione vengano elicitati durante 
l’infezione/colonizzazione naturale oltre alla mera funzione secretoria 
anticorpale indotta dagli antigeni capsulari vaccinali. 
Questo aspetto risulta di grande rilevanza in quanto da un lato è noto che i 
vaccini coniugati inducono una efficace protezione nei confronti delle 
malattie invasive nella età di maggior rischio (prima infanzia), dall’altro 
non sarebbe così importante il fenomeno di replacement indotto dalla 
vaccinazione in quanto la protezione nei confronti del carriage appare 
incompleta e non duratura. 
Inoltre i risultati da noi ottenuti sulla ricerca dei sierotipi di pneumococco 
isolati dai bambini delle tre coorti, con particolare riguardo a quelli 
contenuti nei vaccini PCV7 e PCV 13, ha rilevato una più elevata 




Carriage rinofaringeo: distribuzione dei sierotipi di Streptococcus pneumoniae e altri patogeni respiratori 
Tesi di dottorato in Scienze biomediche 
Università degli Studi di Sassari 
   68 
 
vaccino PCV7, mentre oltre a quelli già citati, anche per i sierotipi 3 (17%), 
5 (15%) e 19A (4%) compresi, invece, nel vaccino PCV13. 
Sebbene in soggetti vaccinati il livello di anticorpi specifici  rimanga 
sufficiente per  prevenire l’infezione da malattia invasiva, lo stesso livello è 
insufficiente per  prevenire la ricolonizzazzione da ceppi presenti nei 
vaccini. Tuttavia la ricolonizzazione nasofaringea con i sierotipi del PCV7 
non può essere considerata una fallimento vaccinale ma una inaspettata 
conseguenza della diminuzione fisiologica del livello anticorpale (60). 
D’altra parte la ricolonizzazione da parte dei sierotipi vaccinali in soggetti 
vaccinati da più tempo limiterebbe questo fenomeno facendo invece 
emergere la necessità di una protezione diretta della popolazione anziana 
che non usufruirebbe di un effetto di herd-protection.Tale aspetto necessita 
di un continuo monitoraggio. 
Inoltre nel complesso il 30% dei soggetti positivi per S. pneumoniae non 
presentavano sierotipi contenuti nei due tipi di vaccini. 
Parte di questo fenomeno è attribuibile almeno nella immediatezza della 
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Appare interessante evidenziare che i campioni risultati positivi per N. 
meningitidis appartenevano al sierogruppo B e che il carriageper tale 
microrganismo è più elevato nei bambini di età dai 3-5 rispetto alla fascia 
degli adolescenti.  Tale osservazione, assai rilevante dal punto di vista 
epidemiologico, testimonia l'effetto indiretto di protezione (herdimmunity) 
indotto dal vaccino coniugato nei confronti dei siero gruppo C introdotto 
nella popolazione pediatrica con offerta attiva e gratuita a partire dall’anno 
2007, nel secondo anno di età e nell’adolescenza. 
È stato constatato che l’uso del vaccino coniugato contro il meningococco 
C si accompagna a una netta riduzione (67-75%) della prevalenza del 
meningococco C nel nasofaringe dei bambini vaccinati (64,52). 
D’altro canto la prevalenza del carriage, per il meningococco di tipo B da 
noi evidenziata,  desta preoccupazione anche per i recenti casi di malattia 
invasiva da meningococco di tipo B, verificatisi in questi ultimi anni 
soprattutto nel Nord dell’Isola, rendendo necessario il ricorso alla 
vaccinazione dell’ infanzia anche contro questo siero gruppo. Vaccinazione 
raccomandata da diverse Società scientifiche e che, nelle more della sua 
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nostra ASL ha autonomamente deciso di introdurre, alla luce degli 
eccellenti risultati ottenuti contro il meningococco di tipo C. Quindi  sarà 
interessante verificare in futuro tale osservazione epidemiologica sul 
carriage  alla luce della recente introduzione della vaccinazione anti 
meningococco B. 
In conclusione le vaccinazioni dell’infanzia hanno contribuito ad un 
declino delle malattie invasive dovute ad alcuni batteri capsulati. 
Il temuto pericolo del rimpiazzo, sebbene descritto no appare al momento 
erodere significativamente i vantaggi ottenuti con la vaccinazione, 
Appare peraltro necessario, come raccomandato dalle linee guida 
dell’OMS, sorvegliare l’andamento della patologia ma anche del carriage, 
e dunque dei rischi derivanti per la popolazione. 
In questo senso l’uso di metodiche molecolari da affiancare ai tradizionali 
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